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1. 对 具有 细胞 的 天 然 哺乳 动物 骨 进 行 脱 细胞 化 的 离 体 方法 ,包括 : 


a) 提供 具有 细胞 和 中 央 腔 的 天 然 哺 乳 动物 骨 ,其 被 修饰 以 包括 至 少 一 个 外 源 导 入 了 筷 ， 
所 述 孔 从 所 述 骨 的 外 部 伸 入 所 述 中 央 腔 ,其 中 所 述 孔 适 配 有 提供 水 密封 和 一 个 或 多 个 管道 
的 装置 ;以 及 

pb) 经 由 所 述 装 置 的 至 少 一 个 管道 通过 所 述 孔 将 细胞 破裂 介质 引入 所 述 肯 的 所 述 腔 中 ， 
其 中 在 至 少 200mm Hg 全 釣 2000mm Hg 的 压力 下 通过 所 述 孔 灌注 所 述 介质 ,以 用 于 提供 所 述 
上 骨 的 脱 细 胞 化 。 

2. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 骨 是 人 骨 。 

3. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 骨 是 长 骨 。 

4. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 管道 是 管子 件 、 波 纹 管 、 套 管 或 导管 。 

5. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 压力 为 约 300mm Hg 至 约 2000mm Hg。 

6. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 压力 为 受 控 的 压力 。 

7. 对 具有 细胞 的 哺乳 动物 骨 的 部 分 进行 脱 细 胞 化 的 离 体 方法 ,包括 : 

a) 提供 具有 细胞 的 哺乳 动物 骨 的 部 分 ,所 述 部 分 具有 天 然 端 和 适 配 有 提供 水 密封 和 一 
个 或 多 个 管道 的 装置 的 横向 切割 端 ; 以 及 

p) 在 至 少 200mm Hg 至 约 2000mm Hg 的 压力 下 ,经 由 所 述 装 置 的 至 少 一 个 管道 灌注 细胞 
破裂 介质 进入 至 少 所 述 骨 的 所 述 部 分 的 内 部 ,以 用 于 提供 所 述 骨 的 所 述 部 分 的 脱 细胞 化 。 


< 


8. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 
9. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 
10. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 


,其 中 所 述 骨 是 人 骨 。 
,其 中 所 述 骨 是 长 骨 。 


,其 中 所 述 装置 包含 适 配 于 所 述 骨 


的 外 周 的 套 简 


11. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 
12. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 ， 
13. 权 利 要 求 12 所 述 的 方法 
且 第 二 个 管道 提供 
14. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 
15. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 
16. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 


17. 对 具有 细胞 的 哺乳 动物 骨 的 部 分 进 
有 具有 细胞 的 哺乳 动物 骨 的 部 分 ,所 述 部 分 具有 两 个 横 
水 密封 和 一 个 或 多 个 管道 的 装置 ,并 且 男 一 个 横 


a) 提供 
切割 端 适 配 有 提供 
以 及 


pb) 在 至 少 200mm Hg 的 压力 下 ,经 
少 所 述 骨 的 所 述 部 分 的 中 央 腔 ,以 用 于 提供 


18. 权 利 要 求 17 所 述 的 方法 ， 
19. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ， 
20. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 ， 
21. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ， 
22. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ， 
23. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ， 


;其 中 一 个 管道 具有 配置 成 对 应 于 所 述 中 央 腔 的 直径 。 


其 中 所 述 装 置 包含 至 少 两 个 管道 。 


,其 中 第 


流体 流入 皮质 骨 


个 管道 具有 配置 成 对 应 于 所 述 中 央 腔 的 直径 ,并 


,其 中 所 述 压 力 包 括 压 力 梯 度 。 
,其 中 所 述 压力 为 约 300mm Hg 至 约 2000mm Hg。 
,其 中 所 述 部 分 包括 骨髓 或 骨干。 


H 所 述 装 置 的 至 少 一 
所 述 骨 的 所 述 部 分 的 脱 细 胞 化 。 


行 脱 细胞 化 的 离 体 方法 ,包括 : 


向 切割 端 ,其 中 一 个 横向 
向 切 制 端 提供 水密 
个 管道 灌注 细胞 破裂 介质 进入 至 


其 中 所 述 装 置 包含 
其 中 所 i 
其 中 所 i 
其 中 所 i 
其 中 所 述 
其 中 所 述 条 


2 


适 配 于 所 述 骨 的 外 周 的 套 简 


述 压 力 为 至 少 200mm Hg 至 约 1000mm Hg。 

述 压 力 为 至 少 200mm Hg 至 约 1000mm Hg。 

述 条 件 包括 至 少 200mm Hg 全 釣 2000mm Hg 的 压力 。 
条 件 包括 约 300mm Hg 至 约 2000mm Hg 的 压力 。 
件 包括 至 少 200mm Hg 至 约 1000mm Hg 的 压力 。 
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对 骨 进 行 脱 细胞 化 的 方法 


[0001] ”相关 申请 的 交叉 引用 

[0002] ”本 申请 要 求 于 2012 年 6 月 13 日 递交 的 美国 申请 第 61/659 ,046 号 的 申请 日 的 权益 ， 
其 公开 内 容 通过 参考 引入 本 文 。 

[0003] ”发明 背 景 

[0004] ”由 代表 每 个 组 织 和 器 官 的 驻 留 细 胞 的 分 泌 产 物 的 细胞 外 基质 (ECW 所 组 成 的 生物 
文 架 ,被 越 来 越 多 地 用 于 针对 组 织 和 器 官 置换 的 再 生 医学 策略 中 。 非 常 希 望 在 组 织 脱 细胞 
化 过 程 期 间 保 存 ECM 的 天 然 超 微 结 构 和 组 成 成 分 (composition) (0tt et al.,Nat.Med.， 
14:213 (2008) ;Uygun et al.,Nat.Med. ,16:814(2010) ;Petersen et al.,Science,329: 
538 (2010) ;Nakayama et al.,Tissue Eng.Part A,16:2207 (2010) ;Allen et al.,Tissue 
Eng.Part A,16:3363 (2010) ,Simionescu et al.,J.Heart Valve Dis.,12:226 (2003) ; 
Badylak et al.,Acta Biomater.,5:1(2009) ) ,许多 方法 已 经 被 用 于 对 组 织 和 器 官 进行 脱 
细胞 化 ,并且 那 些 方法 可 以 产生 具有 不 同 机 械 和 生物 特性 的 脱 细 胞 化 的 组 织 和 器 官 。 例 如， 
某 些 化 学 品 和 溶液 (例如 , 酸 、 碱 、 低 渗 溶 液 、 高 渗 溶 液 .去 污 剂 . 醇 、 鸽 合剂 和 其 它 溶剂 ) 、 酶 
(例如 ,核酸 酶 .胶原 酶 和 脂肪 酶 ) 和 物理 处 理 (包括 温度 、 力 和 压力 、 非 热电 穿孔 ) 已 经 被 用 
于 对 组 织 和 器 官 进 行 脱 细 胞 化 。 

[0005] ”在 美国 自体 移植 肯 长 时 间 已 经 成 为 大 多 数 骨 移植 程序 (procedure) 的 优选 移植 
物 。 自 体 移 植 骨 是 理想 的 移植 源 , 因 为 它 提供 了 用 于 骨 传 导 的 支架 、 包 含 刺激 上 骨 诱 导 的 非 股 
原 骨 基质 蛋白 ,并 且 引 入 用 于 肯 形 成 的 祖 干 细胞 。 

[0006] ”尽管 其 广泛 流行 ,自体 移植 材料 的 使 用 具有 几 个 缺点 。 在 最 好 的 情况 下 ,需要 从 骼 
岩 、 近 端 肥 上 骨 或 远 端 股骨 收获 自体 移植 ,代表 了 适应 患者 骨 移 植 需要 的 两 个 程序 的 不 适 、 时 
间 和 必用 的 明显 缺点 ,在 最 坏 的 情况 下 ,最 初 的 收获 程序 可 能 促成 慢性 疼痛 、 显 车 的 失血 、 
感染 和 其 它 医 源 性 并 发 症 , 延 长 的 住院 时 间 和 恢复 时 间 。 二 次 手术 还 实质 上 增加 了 整个 骨 
移植 过 程 的 成 本 。 另 外 ,自体 移植 材料 被 以 片段 进行 收集 ,其 足以 作为 小 空 陋 的 骨 填 料 ,但 
提供 了 最 小 的 结构 稳定 性 。 
[0007] ”尽管 源 自己 体 的 异体 移植 物 ( 第 二 大 最 常见 的 材料 ) 排除 了 二 次 手术 的 需要 ,并 可 
以 被 用 于 大 、 具 有 人 负载 load bearing) 的 应 用 ,移植 的 骨 可 能 由 于 仍然 存在 细胞 材料 而 可 
能 与 宿主 骨 不 相 容 ,并 最 终 被 宿主 骨 排 斥 。 此 外 ,异体 移植 材料 的 有 效 性 是 不 一 致 的 。 处 理 
异体 移植 组 织 以 降低 污染 风险 也 可 能 实质 上 降低 由 捐献 组 织 最 初 所 呈现 的 生物 和 机 械 特 
性 。 
[0008] ”自体 移植 和 异体 移植 二 者 固有 的 缺点 已 经 驱动 了 合成 骨 移 植 蔡 代 物 的 开发 ,但 
是 ,目前 在 全 球 只 有 10% 的 整形 外 科 手 术 (procedure) 中 使 用 合成 材料 ,现在 提供 给 整形 外 
科 和 兰 柱 外 科 医 生 的 生物 合成 和 合成 的 材料 包括 脱 矿 物质 的 崩 基质、 胶原、 陶瓷, 水 泥 和 聚 
合 物 , 例如 硅 酮 和 一 些 丙 烯 酸 树 脂 .这 些 材料 可 以 用 作 新 骨 可 以 在 上 面 生 长 的 结构 .然后 ， 
许多 这 些 材料 随 着 时 间 的 推移 而 溶解 , 留 下 后 面 的 新 骨 。 这 些 合成 移植 物 的 好 处 包括 可 用 
性 .无 菌 和 降低 发 病 率 。 但 是 ,它们 中 许多 缺乏 天 然 骨 的 骨 诱 导 特 性 。 

[0009] ”发 明 概述 
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[0010] “本 发 明 提 供 了 对 哺乳 动物 骨 或 其 部 分 进行 脱 细胞 化 的 方法 。 在 一 个 实施 方案 中 ， 
本 发 明 提供 了 对 天 然 哺乳 动物 骨 进 行 脱 细 胞 化 的 方法 ,例如 有 具有 皮质 (致密 ) 骨 、 松 质 (海绵 
状 ) 骨 、 中 央 (骨髓 ) 腔 和 细胞 的 骨 , 其 分 离 自 哺乳 动物 .为 了 将 该 天 然 骨 脱 细 胞 化 ,从 骨 的 外 
部 引入 一 个 或 多 个 孔 (aperture) (一 个 或 多 个 开口 ) 进入 中 央 腔 ,一 个 或 多 个 孔 被 分 别 被 适 
配 (fitted) 有 ,或 多 个 孔 被 适 配 有 提供 水 密封 和 一 个 或 多 个 用 于 流体 通过 的 ( 非 天 然 ) 管道 
的 装置 。 在 提供 用 于 骨 的 脱 细胞 的 条 件 下 ,经 由 所 述 装置 灌注 细胞 破裂 介质 进入 骨 的 中 央 
腔 , 例 如 ,长 骨 可 以 通过 直径 大 约 1/8 英 寸 至 可 达到 骨 的 髓 管 直径 的 孔 被 插入 套 管 ,如 果 肯 
不 含有 髓 管 ,最 大 直径 将 由 合适 地 密封 骨 面 的 适 配 件 (fitting) 的 尺寸 来 确定 , 任 选 地 该 和 孔 
可 以 进一步 被 修饰 (例如 通过 引入 至 少 两 至 三 根 螺纹 ) 以 给 所 述 装 置 提 供水 密封 ,并 且 在 提 
供用 于 脱 细胞 化 的 条 件 下 灌注 细胞 破裂 介质 进入 中 央 腔 ,在 一 个 实施 方案 中 ,具有 细胞 和 / 
或 细胞 碎片 的 介质 流出 骨 中 的 天 然 动 脉 和 /或 静脉 结构 。 脱 细胞 的 骨 上 有 具有 天 然 骨 的 机 械 和 
牛 化 特性 并 且 包 括 天 然 血管 结构 的 细胞 外 基质 。 
[0011] 在 一 个 实施 方案 中 ,本 发 明 提供 了 对 天 然 哺 乳 动物 骨 进 行 脱 细胞 化 的 方法 ,例如 
具有 皮质 骨 、 松 质 骨 、 中 央 腔 和 细胞 的 骨 , 其 分 离 自 哺乳 动物 ,为 了 将 该 天 然 骨 脱 细 胞 化 , 骨 
的 端 部 被 加 压 , 其 驱动 细胞 和 细胞 碎片 通过 位 于 骨 男 一 端的 天 然 管 道 出 来 .在 另 一 个 实施 
方案 中 , 骨 的 端 部 被 加 压 ,并且 在 骨 的 另 一 端 引入 出 口 通 路 ,例如 ,通过 切割 或 钴 了 蕊 入 骨 以 
提供 孔 。 

[0012] ”在 一 个 实施 方案 中 ,该 方法 提供 用 于 对 有 具有 皮质 骨 、 松 质 骨 、 中 央 腔 和 细胞 的 哺乳 
动物 上 骨 进 行 脱 细 胞 化 的 部 分 。 该 方法 包括 提供 具有 皮质 骨 、 松 质 骨 、 中 央 腔 和 细胞 的 哺乳 动 
物 骨 的 横向 部 分 。 所 述 部 分 适 配 有 提供 水 密封 和 一 个 或 多 个 用 于 流体 通过 的 管道 的 装置 。 
在 提供 用 于 骨 的 部 分 的 脱 细胞 的 条 件 下 ,经 由 所 述 装置 灌注 细胞 破裂 介质 进入 骨 的 中 央 
腔 。 在 一 个 实施 方案 中 ,在 适 配 所 述 装置 之 前 ,中 央 腔 被 修饰 (例如 通过 钻 孔 ) 以 适应 于 配合 
fit) 所 述 管道 。 在 一 个 实施 方案 中 ,中 央 腔 被 修饰 以 包括 螺纹 以 匹配 装置 的 管道 中 的 螺 
纹 。 在 一 个 实施 方案 中 ,所 述 装置 具有 一 个 适应 于 配合 中 央 腔 的 管道 ,并 且 在 装置 被 密封 至 
肯 的 部 分 之 后 ,细胞 破裂 介质 被 引入 至 所 述 腔 ,并 且 含 有 细胞 和 /或 细胞 碎片 的 流出 物 从 动 
脉 和 /或 静脉 结构 、 骨 单位 (osteon) 、 薄 板 (lamellae) 、 哈 弗 氏 (Haversian) 管 和 /或 福 克 曼 
(Volkmann) 管 流出 。 骨 的 脱 细 胞 部 分 具有 天 然 骨 的 机 械 和 生化 特性 ,并 且 包 括 天 然 血管 结 
构 的 细胞 外 基质 。 
[0013] ”例如 ,天 然 骨 在 股骨 头 附近 或 仍 附 近 被 切割 (切断 ) ,提供 了 被 横向 切割 的 骨 的 部 
分 (一 端 具 有 天 然 构 型 的 横 截 面 ) 。 在 一 个 实施 方案 中 ,天然 骨 在 股骨 头 附 近 和 仍 附 近 被 切 
割 (切断 ) ,提供 了 被 横向 切割 的 骨 的 部 分 (两 端 具 有 暴露 的 中 央 腔 的 模 截面 ) .在 一 个 实施 
方案 中 ,外 源 引 入 的 开口 附近 的 中 央 腔 中 的 材料 (例如 骨骸) 被 去 除 以 便 更 好 地 灌注 。 在 一 
个 实施 方案 中 ,通过 对 骨干 进行 销 孔 和 攻 丝 或 仅仅 攻 丝 来 被 修饰 中 央 腔 ,例如 ,以 产生 螺 
纹 。 附 连 至 骨 的 部 分 的 横向 端 (transverse end) 的 装置 具有 至 少 一 个 套 简 (外 套 简 ) 和 至 少 
一 个 管道 以 将 流体 引入 至 少 所 述 中 央 腔 ,该 装置 提供 水 密封 ,在 一 个 实施 方案 中 ,外 套 简 是 
锥 形 的 。 可 以 通过 任何 方式 在 骨 的 部 分 的 暴露 端 之 间 创 建 密封 .例如 ,夹具 (例如 管 来 .蜗轮 
夹 或 快速 夹具 、 或 扎 带 (caple tie) ) 可 以 被 用 于 在 外 套 简 和 和 骨 的 部 分 周 缘 之 间 创 建 密封 。 
在 一 个 实施 方案 中 ,所 述 装置 包括 适应 于 旋 入 引入 至 中 央 腔 的 螺纹 的 适 配 件 。 在 一 个 实施 
方案 中 ,所 述 装 置 包括 适应 于 旋 入 引入 至 骨 的 部 分 周 缘 的 螺纹 的 适 配 件 。 在 一 个 实施 方案 
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中 ,所 述 管道 可 以 是 管子 件 。 在 一 个 实施 方案 中 ,所 述 装置 具有 外 套 简 和 内 部 屏障 ,使 得 在 
不 同 流动 条 件 下 流体 可 以 被 引入 至 中 央 腔 和 至 致密 骨 。 流 动 条 件 还 可 以 包括 负 压 以 在 置 于 
溶液 中 时 通过 天 然 血 管 系统 将 溶液 吸入 。 

[0014] ”在 一 个 实施 方案 中 ,采用 有 螺纹 的 适 配 件 (例如 NPT、 直 螺纹 、 锥 螺纹 .BSPP 等 ) ,并 
且 所 述 适 配件 可 以 各 种 方式 (包括 但 不 限于 : 特 氟 龙 胶带 .0 型 圈 、 硅 脂 或 强力 胶 / 胶 黏 剂 ) 被 
密封 。 在 一 个 实施 方案 中 ,大 约 17/8 英 寸 至 大 约 3/4 英 寸 的 孔 被 引入 至 天 然 骨 以 提供 至 中 央 
腔 的 通路 。 在 一 个 实施 方案 中 ,所 述 孔 具有 至 少 两 个 至 三 个 螺纹 和 有 具 有 与 孔 适 配 的 互补 螺 
纹 的 适 配 件 的 装置 .在 一 个 实施 方案 中 , 骨 的 横向 部 分 被 修饰 以 包括 至 少 两 个 至 三 个 螺纹 
和 具有 套 简 和 具有 与 骨 的 暴露 (横向 ) 部 分 适 配 的 互补 螺纹 的 适 配 件 的 装置 .在 一 个 实施 方 
案 中 ,采用 NPTF 适 配件 ,例如 其 不 需要 额外 组 件 ( 特 氟 龙 胶带 .0 型 圈 、 硅 脂 或 强力 胶 / 胶 荔 剂 
等 ) 以 创建 水 密封 。 
[0015] ”在 一 个 实施 方案 中 ,创建 骨 中 的 孔 并 且 按 压 套 管 而 适 配 入 孔 以 形成 水 密封 。 该 套 
管 还 可 以 具有 附着 于 它 的 凸 缘 ,其 可 采用 各 种 针对 骨 的 夹 持 机 构 ( 扎 带 .蜗轮 夹 . 快 速 释放 
夹具 或 其 它 任何 夹具 ) 被 固定 于 骨 , 以 形成 水 密封 . 凸 缘 还 可 以 包括 允许 采用 螺钉 将 板 固定 
至 骨 的 孔 hole) .这 些 可 以 是 旋 入 骨 面 的 自 攻 螺钉 或 螺栓 。 
[0016] ”在 一 个 实施 方案 中 ,所 述 装置 可 以 包括 不 锈 钢 管子 件 。 在 一 个 实施 方案 中 ,流体 回 
路 被 连接 至 与 气动 、 液 压 或 电 致 动 器 相连 的 活塞 ,从 而 允许 显著 更 高 的 压力 被 传递 至 骨 的 
内 部 。 在 该 实施 方案 中 , 为 了 便于 连续 长 期 加 压 ,流体 的 第 二 贮存 器 可 以 通过 高 压 阀 与 活塞 
相连 ,每 次 活塞 完成 一 个 行程 所 述 阔 将 打开 ,从 而 当 将 活塞 拉 回 其 原始 位 置 时 拉动 更 多 流 
体 进入 活塞 腔 , 并 因此 对 其 重新 装载 而 用 于 循环 加 压 。 

[0017] ”在 一 个 实施 方案 中 ,所 述 装 置 可 以 包括 柔性 管子 件 .在 一 个 实施 方案 中 ,流体 回路 
被 连接 至 泵 装置 (包括 但 不 限于 :蠕动 \ 活 塞 、 齿 轮 、 离 心 . 隔 膜 或 正 排 量 泵 机 构 ) 。 

[0018] ”如 本 文 所 述 制备 的 脱 细胞 的 骨 或 其 部 分 提供 具有 自体 移植 特性 的 骨 移 植 产 品 , 由 
于 从 骨 去 除 细胞 材料 而 留 下 所 有 合适 的 能 够 使 移植 物 既 具有 骨 传 导 性 又 具有 和 骨 诱 导 性 的 
基质 因子 和 细胞 因子 .此 外 , 骨 结 构 的 主要 部 分 完整 保留 ,以 提供 承载 应 用 中 的 显著 结构 和 
功能 支持 井 且 包括 用 干 増強 血管 重 建 的 天然 血管 床 。 

[0019] ”在 一 个 实施 方案 中 , 脱 细胞 的 骨 或 其 部 分 是 在 例如 于 生理 压力 以 生物 相 容 性 介质 
灌注 的 条 件 下 用 细胞 (例如 血管 祖 细胞 或 原始 (primary) 血管 细胞 ) 进行 再 细胞 化 一 段 时 
间 ,例如 大 约 1 至 大 约 14 天 。 

[0020] ” 附 图 简 述 

[0021] ”图 1 .具有 已经 被 销 孔 和 攻 丝 以 允许 进入 中 央 腔 的 孔 的 骨 的 示例 性 实施 方案 ,所 述 
了 筷 可 以 包括 与 用 于 将 流体 灌注 入 骨 中 的 装置 的 螺纹 相 匹 配 的 螺纹 。 

[0022] ”图 2. 通 过 174 英 寸 孔 播 入 了 套 管 的 长 骨 图 。 采 用 大 约 200 至 大 约 1000mm Hg 的 压力 
灌注 0.5%SDS 提 供用 于 上 骨 的 脱 细 胞 化 ,所 述 骨 具有 通过 天 然 动 脉 和 /或 静脉 结构 流出 的 流 
出 物 。 

[0023] ”图 3. 适 配 有 适应 于 将 流体 引入 上 骨 的 中 央 腔 的 装置 的 骨 的 示例 性 实施 方案 ,在 该 实 
施 方案 中 ,中 央 腔 被 攻 丝 以 产生 所 述 装 置 中 的 适 配 件 旋 入 其 中 的 螺纹 ,显示 了 流体 流动 的 
方向 。 

[0024] ”图 4. 适 配 有 具有 套 简 例如 波纹 管 或 适 配 的 套 简 (其 通过 夹具 附着 于 骨 的 外 部 ) 的 
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装置 的 骨 的 部 分 的 示例 性 实施 方案 .显示 了 流体 流动 的 方向 。 

[0025] ”图 5. 适 配 有 适应 于 将 流体 引入 至 骨 的 中 央 腔 的 装置 的 骨 的 部 分 的 示例 性 实施 方 
案 。 在 该 实施 方案 中 ,上 骨 的 外 表面 被 钻 孔 并 攻 丝 以 产生 所 述 装置 中 的 适 配 件 旋 入 其 中 的 螺 
纹 。 

[0026] ”图 6. 在 每 端 具 有 外 源 引 入 的 孔 的 肯 的 部 分 的 示例 性 实施 方案 ,其 在 一 端 适 配 有 适 
应 于 将 流体 引入 至 骨 的 中 央 腔 的 装置 ,并 且 在 另 一 端 适 配 有 蹇 子 plug) ,显示 了 流体 流动 
的 方 向 。 

[0027] ”图 7.A) 具有 提供 了 两 个 分 离 的 管道 的 两 个 套 简 的 装置 ,适应 于 在 低压 下 将 流体 灌 
注 至 中 央 腔 并 在 高 压 下 将 流体 灌注 至 致密 骨 。B) 具有 两 个 管道 的 装置 ,其 中 之 一 允许 在 高 
压 下 将 流体 灌注 至 中 央 腔 ,并且 其 中 另 一 个 允许 以 显著 的 更 低压 或 负 压 将 流体 和 细胞 从 致 
密 骨 吸出 。 在 替代 的 实施 方案 中 ,装置 具有 同样 的 两 个 管道 ,其 中 之 一 允许 在 高 压 下 灌注 至 
致密 骨 , 并 且 在 中 央 腔 中 的 显著 更 低 或 负 压 通过 中 央 腔 将 流体 和 细胞 吸出 。 

[0028] ”发 明 详 述 

[0029] ”灌注 脱 细胞 化 是 对 哺乳 动物 器 官 、 器 官 的 部 分 (part) (部 分 Dortion) ) 或 血管 化 
的 组 织 进行 脱 细 胞 化 的 离 体 (ex vivo) 方 法 ,其 中 脱 细胞 化 溶液 被 通过 器 官 、 器 官 的 部 分 或 
血管 化 的 组 织 进 行 灌 注 , 以 促进 脱 细胞 化 同时 保持 血管 .所 得 到 的 脱 细胞 的 器 官 、 基 质 、 组 
织 支 架 或 移植 物 保留 血管 系统 ,所 述 血管 系统 包括 动脉 供给 .毛细 血管 床 驻 留 的 间 质 
(interstial) 空间 和 静脉 输出 ,使 得 流体 或 细胞 可 以 通过 一 个 或 多 个 入 口 点 被 引入 ,并且 
通过 不 同 的 途径 离开 器 官 、 基质、 组 织 或 移植 物 。 

[0030] ”本 发 明 提 供 了 通过 密封 的 入 口 (access) 用 于 主动 进入 (access) 骨髄 膝 或 内 部 
管 网 络 ,接着 是 用 于 从 骨 去 除 细胞 材料 的 细胞 破裂 介质 的 灌注 (例如 高 压 灌 注 ) ,例如 ,在 将 
孔 引 入 骨 之 后 ,具有 适 配 件 的 装置 被 附着 于 孔 。 在 一 个 实施 方案 中 ,蠕动 泵 被 用 于 将 细胞 破 
裂 介 质 泵 入 中 央 腔 或 松 质 骨 隔 室 (compartment) 。 细 胞 破裂 介质 通过 各 种 动脉 和 静脉 血管 
以 及 其 它 天 然 管道 渗透 整个 骨 (包括 骨膜 ) ,最 终 通 过 动脉 和 静脉 血管 或 其 它 管 道 离开 骨 。 
可 选 地 ,蠕动 泵 被 用 于 创建 中 央 腔 或 松 质 骨 隔 室 中 的 负 压 。 骨 或 骨 的 片段 被 置 入 细胞 破裂 
介质 ,并 且 所 述 介质 通过 骨膜 渗透 ,并 通过 动脉 和 静脉 血管 进入 骨 并 渗透 整个 骨 , 经 由 泵 通 
过 中 央 腔 或 松 质 骨 隔 室 离开 ,可 选 地 ,长 骨 可 以 沿 圆周 被 切割 ,露出 骨 的 中 央 腔 。 可 以 采用 
直接 流 以 洗 出 骨髓 ,然后 可 以 用 具有 能 够 被 附着 于 管子 件 的 外 部 适 配 件 的 装置 来 密封 骨 的 
切割 端 ,创建 肯 的 水 密封 。 然 后 ,细胞 破裂 介质 被 以 高 压 泵 入骨 ,以 经 由 动脉 和 /或 静脉 结 
构 , 和 /或 其 它 结构 提供 进入 整个 骨 .。 细 胞 破裂 介 质 通过 例如 天 然 动 脉 和 静脉 结构 离开 肯 ， 
提供 通过 回路 的 连续 流动 ,任何 骨 可 以 被 插入 插 管 并 被 灌注 ,以 试图 对 上 骨 结 构 进 行 脱 细胞 
化 。 
[0031] ”因此 ,如 本 文 所 述 将 骨 或 其 部 分 脱 细胞 化 去 除了 大 部 分 或 所 有 的 细胞 成 分 ,同时 
基本 上 保留 细胞 外 基质 CM) 和 其 它 结构 ,例如 ,血管 结构 、 哈 弗 氏 (Haversian) 管 、 福 克 曼 
(Volkmann) 管 、 陷 帘 (lacunae) 、 薄板、 小 管 (canaliculi)、 骨 单位 .骨膜 、 骨 小 深 
(trabecluae) 和 其 组 合 。 然 后 , 脱 细 胞 化 的 骨 或 其 部 分 可 以 被 用 作 进行 (例如 离 体 或 体内 ) 
再 细胞 化 的 支架 。 从 其 可 以 获得 骨 的 哺乳 动物 包括 但 不 限于 : 叶 齿 动物 、 猪 、 免 、 牛 、 羊 、 狗 和 
人 。 本 文 所 述 方法 中 所 使 用 的 骨 可 以 是 尸体 的 。 

[0032] ” 脱 细胞 化 后 , 骨 可 以 被 分 离 用 于 各 种 整形 外 科 应 用 ,包括 采用 完整 骨 、 骨 的 部 分 或 
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碎片 morsalized pieces) 。 由 于 骨 保 留 其 天 然 ECM 和 机 械 特性 , 骨 还 可 以 被 再 细胞 化 或 用 
包括 骨髓 抽 吸 物 , 单 核 细 胞 、 内 皮 细 胞 \ 干 细胞 、 骨 特异 性 细胞 等 的 细胞 接种 。 所 述 再 细胞 化 
的 组 织 提供 超过 自体 移植 组 织 的 优点 ,因为 它 能 够 给 大 的 损伤 .空隙 (void) 或 切除 部 位 提 
供 功能 性 机 械 支 持 . 脱 细胞 化 的 骨 或 其 任何 部 分 ,再 细胞 化 或 没有 再 细胞 化 , 均 可 以 被 用 于 
移植 入 患者 
[0033] ”用 于 本 发 明 的 方法 的 示例 性 骨 

[0034] 长骨、 短 骨 、 扁 骨 和 其 它 骨 可 以 被 用 于 本 发 明 的 方法 ,只 要 所 述 骨 具有 人 允许 连接 装 
置 的 尺寸 (dimension) ,例如 具有 适 配 件 的 装置 ,该 装置 有 助 于 在 设 定 压力 或 在 驱动 脱 细胞 
化 溶液 通过 骨 的 压力 梯度 下 灌注 流体 通过 骨 或 其 部 分 .具有 一 个 或 多 个 外 源 引 入 的 孔 ( 适 
配 有 一 个 或 多 个 装置 ) 的 天 然 骨 或 其 部 分 可 以 被 认为 是 “封闭 的 ” 系统 ,其 在 通过 它 进行 灌 
注 过 程 中 保持 压力 ,例如 ,和 孔 被 密封 ,使 得 在 >0mL/ 分 钟 的 流速 下 可 以 保持 限定 的 压力 。 例 
如 ,用 于 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 可 以 在 尺寸 上 为 至 少 大 约 12cm 或 更 大 。 

[0035] ”长 骨 的 特征 在 于 轴 (骨干 ) ,其 远 长 于 其 宽度 .它们 主要 由 致密 骨 (具有 较 少 量 的 位 
千 髄 腔 内 的 骨髄 ) 和 海绵 骨 组 成 。 骨 的 外 表面 还 可 以 含有 上 骨膜。 四 胶 的 大 部 分 骨 (包括 手指 
和 脚趾 ) 是 长 骨 。 例 外 的 是 手腕 、 脚 趴 和 膝盖 的 那些 骨 。 短 上 骨 大 致 是 立方 体形 状 的 ,并 且 只 具 
有 围绕 海绵 内 部 的 薄 层 和 怪 密 骨 。 手 腕 和 脚 躁 的 骨 是 短 骨 ,还 有 籽 骨 。 扁 骨 薄 日 一 般 弯 曲 , 具 
有 两 个 平行 层 的 致密 骨 中 间 夹 一 层 海 绵 骨 .头骨 的 大 多 数 骨 是 遍 骨 ,还 有 胸骨 。 

[0036] ”致密 (皮质 ) 上 骨 是 硬 外 层 骨 ,其 由 称 为 骨 单 位 的 紧密 填充 在 一 起 的 平行 圆柱 形 单元 
组 成 ,并 具有 大 约 5% 至 大 约 30% 的 孔隙 率 ,在 骨 单 位 内 是 称 为 薄板 的 骨 的 同心 管 ,薄板 之 
间 的 界面 排列 着 称 为 陷 窝 的 空隙 ,其 容纳 对 机 械 信号 作出 反应 的 骨 细 胞 。 这 些 单元 以 各 向 
异性 的 方式 排列 ,以 使 材料 的 机 械 特 性 最 大 化 。 松 质 ( 松 质 的 或 海绵 状 ) 骨 填 充 长 骨 的 端 部 ， 
并 由 棒状 和 板 状元 件 的 网 络 组 成 ,其 使 得 整个 器 官 更 轻 并 给 血管 和 骨髓 提供 空间 。 尽 管 平 
均 来 说 它 响 应 于 机 械 负 蓓 也 是 各 向 异性 的 , 它 上 共有 明显 的 人 硬度 和 比 其 更 致密 的 对 应 物 
(counterpart 低 一 个 数量 级 的 弹性 模 量 。 松 质 骨 占 总 骨 的 剩余 的 20% ,但 几乎 具有 10 倍 的 
致密 上 骨 表 面 ,并 且 其 孔隙 率 范围 从 30% 至 90% 。 矿 化 基质 围绕 致密 骨 的 小 管 网 络 中 的 血管 ， 
而 骨骸 和 血 围 绕 松 质 骨 中 的 上 骨 。 
[0037] ” 骨 和 包括 四 种 主要 细胞 类 型 (其 由 本 发 明 的 脱 细胞 化 方法 去 除 ) ,包括 成 骨 细 胞 、 骨 
细胞 . 骨 衬 细胞 和 破 骨 细胞 。 成 骨 细胞 是 起 源 于 骨 祖 细胞 的 单 核 骨 形成 细胞 。 它 们 位 于 类 骨 
接 缝 表面 上 ,并 制造 称 为 类 骨 的 蛋白 混合 物 ,其 矿 化 而 变 成 骨 。 类 骨 主 要 由 I 型 胶原 组 成 。 成 
骨 细 胞 还 生产 作用 于 骨 本 身 的 激素 (例如 前 列 腺 素 ) 、 碱 性 磷酸 酶 (在 骨 的 矿 化 中 发 挥 作用 
的 酶 ) 以 及 许多 基质 蛋白 。 成 骨 细 胞 是 未 成 熟 的 骨 细 胞 ,并 最 终 变 成 陷入 骨 基 质 中 以 变 成 骨 
细胞 一 一 成 熟 骨 细胞 . 骨 细 胞 起 源 于 成 骨 细 胞 ,所 述 成 骨 细 胞 已 经 迁移 入 并 变 成 陷入 并 由 
它们 自己 产生 的 骨 基 质 包 围 。 它 们 所 占据 的 空间 被 称 为 陷 寅 .这 些 细 胞 主要 感知 机 械 负 荷 
或 组 织 损伤 ,并 随后 可 以 启动 重建 应 答 。 据 推测 , 骨 细 胞 通过 检测 骨 基 质 中 的 张力 或 通过 响 
应 由 于 装载 过 程 中 骨 变 形 在 流体 填充 陷 的 帘 中 流动 介 导 的 剪 切 应 力 来 局 动 重建 。 骨 细胞 功 
能 包括 , 骨 的 形成 ;基质 维护 和 钙 的 内 稳 态 (homeostasis) 。 履 盖 剩 余 骨 表面 的 骨 衬 细胞 也 
分 担 机 械 感知 和 适应 职责 。 衬 细胞 能 够 分 化 成 “成 骨 细 胞 ”状态 以 及 募集 骨 祖 细胞 。 此 外 , 衬 
细胞 通过 (1) 将 成 骨 细 胞 ( 骨 再 吸收 细胞 ) 募集 全 再 吸収 部 位 , (2) 促进 破 骨 细胞 前 体 的 分 
化 ,和 (3) 为 再 吸收 准备 骨 表 面 , 也 有 助 于 骨 再 吸收 。 破 骨 细 胞 是 负责 骨 再 吸收 的 细胞 ,因而 
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它们 分 解 骨 。 然 后 ,新 骨 由 成 骨 细胞 形成 〈( 骨 重建 以 减少 其 体积 ) 。 破 骨 细胞 是 位 于 被 称 为 豪 
息 泌 氏 (Howship) 陷 帘 或 再 吸收 坑 的 骨 表 面 上 的 大 的 、 多 核 细 胞 ,这 些 陷 窒 或 再 吸收 坑 是 上 骨 
表面 降解 后 留 下 的 。 

[0038] ”和 肯 的 大 部 分 由 骨 基 质 组 成 。 它 具有 无 机 和 有 机 部 分 。 革 的 无 机 成 分 ( 骨 矿 物质 ) 由 
具有 较 低 结晶 度 的 碳酸 羧基 磷 灰 石 (Caio (P09 e (OD 》 形成 ,基质 的 有 机 部 分 主要 由 I 型 胶原 
组 成 。 其 在 细胞 内 合成 为 原 胶原 ,然后 输出 ,形成 纤维 。 有 机 部 分 还 由 各 种 其 功能 未 完全 知 
晓 的 生长 因子 组 成 。 存 在 的 因子 包括 糖 胺 聚 糖 、 骨 和 钙 素 、 骨 连接 素 . 骨 涛 蛋白 、 骨 桥 蛋 白 和 细 
胞 附着 因子 。 将 骨 基 质 和 另 一 种 细胞 区 分 开 的 特征 之 一 是 骨 基 质 是 人 矿 化 的 。 

[0039] ” 板 层 骨 ,其 具有 规则 的 平行 排列 成 板 (sheet) 的 胶原 (薄板 ) 。 板 层 骨 填充 有 在 同一 
层 中 与 其 它 纤 维 平行 的 许多 胶原 纤维 (这 些 平行 的 柱 被 称 为 骨 单位 ) 。 

[0040] “” 骨 或 其 部 分 的 脱 细胞 化 

[0041] ”本 发 明 提 供 了 对 哺乳 动物 骨 或 其 部 分 进行 脱 细 胞 化 的 方法 和 材料 ,对 骨 或 其 部 分 
进行 脱 细 胞 的 初始 步 又 是 引入 孔 (或 以 其 它 方式 进入 ) 至 中 央 腔 ,例如 通过 提供 横 截 面 的 骨 
的 横向 切割 、 钻 孔 等 。 然 后 ,所 述 孔 可 以 被 适 配 有 提供 水 密封 的 装置 和 针对 流体 的 管道 ( 例 
如 , 套 管 ) ,使 得 水 性 流体 可 以 在 ( 正 或 负 ) 床 力 下 被 引 入 全 少 中 央 腔 。 然 后 , 向 骨 或 基部 分 瀧 
注 细胞 破裂 介质 .灌注 可 以 是 多 方向 .交替 .道行 . 顺 行 . 二 者 或 其 组 合 , 并 且 可 以 在 针对 致 
密 骨 和 松 质 骨 的 不 同 条 件 下 进行 。 在 一 个 实施 方案 中 ,含有 细胞 破裂 介质 的 贮存 器 通过 例 
如 本 文 所 述 的 一 种 装置 被 附着 于 骨 或 其 部 分 。 细 胞 破裂 介质 可 以 恒定 或 改变 的 流速 (例如 
通过 输 注 或 深 简 泵 (oller pump) 或 通过 恒定 或 改变 的 静水 压力 ) 被 递送 。 在 两 种 情况 下 ， 
灌注 流体 被 导入 至 少 中 央 腔 ,然后 其 流入 哈弗 氏 管 , 福 克 曼 管 、 薄 板 、 骨 单位 或 其 任意 组 合 ， 
其 提供 出 口 。 可 选 地 ,在 另 一 个 实施 方案 中 ,细胞 破裂 介质 可 以 或 者 以 恒定 或 者 以 改变 的 流 
速 (例如 通过 输 注 或 深 简 人 泵 或 通过 恒定 或 改变 的 负 静 水 压力 ) 被 递送 ,在 两 种 情况 下 ,灌注 
流体 通过 动脉 和 静脉 血管 ,通过 哈弗 氏 管 , 福 克 曼 管 薄 板 、 骨 单位 或 其 任意 组 合 被 导入 骨 ， 
其 提供 进入 中 天 腔 的 出 口 。 

[0042] ”一 种 或 多 种 细胞 破裂 介质 可 以 被 用 于 脱 细胞 化 ,可 用 于 本 发 明 的 方法 中 的 细胞 破 
型 介质 包括 但 不 限于 :酸性 溶液 . 碱 性 溶液 、 低 渗 溶 液 、 高 滩 深 液 . 或 具有 去 污 剂 如 非 离子 去 
污 剂 (例如 Triton X-100) 、 离 子 去 污 剂 (例如 SDS、 上 脱氧 胆 酸 钠 或 Triton X-200) 、 两 性 去 污 
剂 的 溶液 溶剂 (如 醇 Alcoho1) \ 丙酮 、 磷 酸 三 丁 酯 ) ,核酸 酶 ,一 种 或 多 种 DNA 酶 蛋白酶 ( 例 
如 胰 酶 ) 一 种 或 多 种 胶原 酶 、 一 种 或 多 种 分 散 酶 、 歼 合剂 或 其 任意 组 合 。 细 胞 破裂 介质 可 以 
包括 水 ,使 得 所 述 介质 在 渗透 压 上 与 细胞 不 相 容 。 可 选 地 ,细胞 破裂 介质 可 以 包括 与 细胞 在 
渗透 压 上 相 容 的 缓冲 液 (例如 PBS) .在 一 些 情况 下 ,细胞 破裂 介质 还 可 以 或 可 选 地 可 以 包括 
一 种 或 多 种 酶 的 抑制 剂 (例如 和 蛋白酶 抑 制剂、 核酸 酶 抑制 剂 和 /或 胶原 酶 抑制 剂 ) ,在 一 个 实 
施 方案 中 ,细胞 破裂 介质 包含 例如 大 约 0.01% 至 大 约 5.0% 的 SDS。 

[0043] ”在 某 些 实施 方案 中 , 骨 或 其 部 分 可 以 用 两 种 不 同 的 细胞 破裂 介质 依次 进行 灌注 。 
例如 ,第 一 细胞 破裂 介质 可 以 包括 阴离子 去 污 剂 (例如 SDS ,和 第 二 细胞 破裂 介质 可 以 包括 
离子 去 污 剂 (例如 Triton X-100) 。 接 着 至 少 一 种 细胞 破裂 介质 的 灌注 , 骨 或 其 部 分 可 以 被 
例如 用 洗涤 溶液 和 /或 含有 一 种 或 多 种 如 本 文 所 公开 的 酶 的 溶液 进行 灌注 。 

[0044] ”如 本 文 所 述 的 脱 细 胞 化 实质 上 是 从 骨 的 内 部 将 细胞 脱出 来 ,从 而 对 ECM 的 损伤 极 
小 。 肯 或 其 部 分 可 以 在 4-40 亿 的 合适 温度 下 被 脱 细胞 化 ,取决 于 骨 或 其 部 分 的 尺寸 和 重量 
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2 试剂 和 质 中 试剂 的 浓度 , 骨 或 其 部 分 一 般 用 细胞 破 


裂 介 


质 灌注 大 约 0.5 至 大 


Hg 的 压力 下 


约 80 小 时 .包括 洗涤 ,器 官 可 以 被 灌注 长 达 大 约 1 至 大 约 100 小 时 。 
可 以 通过 脉动 流 .方向 速率 和 /或 压力 对 灌注 进行 调节 。 可 以 在 范 
进行 灌注 。 在 一 个 实施 方案 中 ,可 以 用 细胞 破裂 介 


用 大 约 10 至 大 约 2000mm 
质 采用 压力 梯度 对 骨 或 其 部 


分 进行 脱 细胞 化 例如, 大约 1000mm Hg 高 压 ) 的 压力 可 被 用 于 向 小 管 网 络 (例如 哈弗 氏 


管 和 福 


被 用 于 向 中 央 腔 引入 


划 克 曼 管 ) 引入 细胞 破裂 介 
央 腔 , 相 比 仅 对 中 央 腔 加 压 其 可 以 提高 外 皮质 骨 
质 ,并 且 真 空 


细胞 破裂 介 


[0045] “可 以 通过 测 


的 任何 或 所 有 : 纤 连 蛋白 、 原 
蛋白 I、IIIT 和 IV) 、 糖 有 
持 所 限定 的 结构 (例如 


原 


に 
一 小 


4 ， > 6- 二 脱 基 -2 


基 呵 只 (DAPT) 或 H&E 染 


量 来 自 肯 或 其 部 分 的 流出 物 中 DNA 含 
本 上 不 存在 核 (例如 使 用 组 织 学 方法 ) 来 监测 脱 细胞 化 。 在 一 个 实施 方 案 中 ,流出 物 中 的 DNA 
水平 小 干 大 釣 100ng/mg 的 骨 。 如 本 文 所 指 出 的 , 脱 
所 有 或 大 部 分 区 域 的 细胞 外 基质 (ECW 成 分 ,包括 1 


中 流体 的 流 


质 ,而 更 低 的 压力 (例如 大 约 300mm Hg) 可 以 被 用 于 针对 中 
动 , 在 男 一 个 实施 方案 中 ,高 压 


被 用 于 通过 皮质 骨 吸 出 流出 物 。 


量 ` 细 胞 膜 、 


红 蛋 白 、 蛋 白 或 基 


田 胞 化 的 骨 或 其 部 分 具有 骨 或 其 部 分 的 


纤 人 重 白 


基底 腊 ) 的 组 织 


胞 化 方法 的 特 


[0046] 


且 对 ECM 内 的 其 它 细胞 残留 提供 
碘 化 两 
.还 可 以 采用 稼 规 组 织 学 染 


剂 (例如 PicoGreen、 


用 . 
定量 


或 三 色 法 


町 或 双 茶 甲 ? 


= 


基于 酶 的 测定 法 来 定 
[0047] 


信里 。 
一 种 或 多 种 化 合 物 可 以 被 应 用 于 脱 细 胞 化 的 上 或 其 部 分 中 或 上 ,例如 ,保存 
preserve) ,或 将 其 准备 用 于 再 细胞 化 和 /或 在 再 细胞 化 过 程 期 间 协 助 或 刺激 细胞 ,这样 
化 合 物 包 括 但 不 限于 :一 种 或 多 种 生长 因子 ( 例 
SDF-1 、IGF 和 HGF) 、 免 疫 调节 剂 (例如 细胞 因子 、 


定 骨 或 其 部 分 被 有 效 地 (基本 上 ) 脱 细胞 化 。 
DNA 直 接 与 不 良 宿 主 反 应 相关 ,在 所 有 组 织 和 细胞 类 型 中 无 处 不 在 ,易于 检测 ,并 


管 树 的 ECM 成 分 。ECM 成 分 可 以 包括 以 下 
层 粘连 蛋白 、 弹 ' 
攻 乗 糖 、 基 底 (ground) 物质 、 网 状 纤 维和 1] 
性 .有 组 织 的 矿 化 基质 也 是 骨 的 ECM 的 显著 成 分 。 可 以 
通过 对 细胞 成 分 (例如 双 链 DNA (dsDNA) 、 线 粒 体 或 膜 相 关 分 子 如 磷脂 ) 进行 检测 来 监测 脱 细 
胞 化 成功 。 例 如 , 毎 mg ECM 干 重く <100ng ds DNA,<200bp DNA 片 段 长 度 和 /或 在 组 织 
色 后 缺乏 可 见 核 材料 ,可 以 被 用 于 丰 


生 和 蛋白 、 胶 原 重 白 家 族 的 成 员 (例如 , 胶 
小 板 反应 蛋白 , 它 可 以 保 


4 切片 中 用 
上 定 经 历 脱 细 


一 般 性 指数 (general index) 。 分 列 米 用 市 
亚 胺 ) 和 


了 相对 不 敏感 的 方法 


如 VEGF、DKK-1 、FGF 


告 的 dsDNA 柑 入 


通过 凝 胶 电泳 易于 分 另 A 
色 和 免疫 災 光 吸 旦 法 。 成 当 指 出 的 赴 
) 对 于 在 ECM 内 鉴定 和 定量 分 析 DNA 提 供 


组 织 学 染色 (例如 H&E 


.残留 的 磷脂 可 以 使 


的 


、BMP-1 、BMP-2 、BMP-4 、 


糖度 原 激 素 、IL2R 捕 抗 剤 、 白 三 燃 捕 抗 剤 ) 


和 /或 修饰 凝血 级 联 的 因子 (例如 阿司匹林 肝素 结合 蛋白 和 肝素 ) 。 另 外 , 脱 细胞 化 的 骨 或 

其 部 分 可 以 进一步 用 例如 辐射 (例如 UV、 伽 马 射 线 `. 电 子 束 ) 进行 处 理 以 降低 或 消除 其 上 或 

其 中 存在 的 任何 类 型 的 微生物 。 

[0048] ”和 肯 或 其 部 分 的 再 细胞 化 

[0049] 为 了 有 效 再 细胞 化 ,在 脱 细 胞 化 过 程 期 间 和 之 后 保持 ( 即 基 本 上 保持 完 整 ) ECM 的 
形态 和 架构 是 重要 的 ,本 文 所 使 用 的 “形态 ”是 指 ECM 的 整体 形状 ,而 本 文 所 en 架构 是 
间 其 它 骨 成 分 与 ECM 之 间 的 关系 。 可 以 通过 直观 地 和 /或 组 织 学 检查 ECM 的 形态 和 架构 。 

[0050] ”本 发 明 提 供 了 产生 最 低 的 功能 矿 化 基质 ， ea 可 


以 通过 将 本 文 所 述 的 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 与 再 生 细胞 群体 接触 来 产生 骨 或 其 部 分 。 本 文 
所 使 用 的 再 生 细胞 是 用 于 对 脱 细胞 化 的 器 官 或 组 织 进行 再 细胞 化 的 任何 细胞 .再 生 细胞 可 
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以 是 全 能 细胞 、 多 能 pluripotent) 细胞 或 专 能 (multipotent) 细胞 ,并且 可 以 是 非 定 回 的 
或 定 装 的 。 再 生 细 胞 还 可 以 是 单 细胞 谱系 细胞 .另外 ,再 生 细 胞 可 以 是 未 分 化 的 细胞 、 部 分 
分 化 的 细胞 或 完全 分 化 的 细胞 .本文 所 使 用 的 再 生 细 胞 包括 胚胎 干细胞 (如 美国 国立 卫生 
研究 院 (NTB) 所 定义 ;参见 ,例如 ,在 万 维 网 上 stemcells.nih.gov 的 术语 表 ) 。 再 生 细胞 还 包 
括 祖 细胞 .前 体 细 胞 和 "成体 "来 源 的 干细胞 (包括 脐带 细胞 和 胎儿 干细胞 ) 。 

[0051] ”能 够 被 用 于 对 肯 或 其 部 分 进行 再 细胞 化 的 再 生 细 胞 的 例子 包括 但 不 限于 :胚胎 干 
细胞 .脐带 血细胞 .组 织 来 源 的 干细胞 或 祖 细胞 、 骨 髓 来 源 的 干细胞 或 祖 细胞 内皮 细胞 、 
液 来 源 的 干细胞 或 祖 细胞 .脂肪 组 织 来 源 的 干细胞 或 祖 细 胞 、 间 充 质 干细胞 MSC) 、 骨 骼 肌 
来 源 的 细胞 、 羊 水 干细胞 (AFSO) 或 专 能 成 体 祖 细胞 MAPC) ,骨髓 来 源 的 干细胞 (例如 骨髓 单 
核 细 胞 (BM-MNO) ) 、 内 皮 或 血管 干细胞 或 祖 细胞 、 上 骨髓 抽 吸 物 和 外 周 血 来 源 的 干细胞 (例如 
内 皮 祖 细胞 (EPO ) 也 可 以 被 用 作 再 生 细胞 。 

[0052] “引入 至 脱 细胞 化 的 肯 或 其 部 分 中 和 上 面 以 产生 骨 或 其 部 分 的 再 生 细 胞 数量 取决 
于 上 骨 或 其 部 分 (例如 ,所 述 骨 、 肯 的 尺寸 ,表面积 和 重量 ) 和 再 生 细胞 的 类 型 和 发 育 阶 段 。 不 
同类 型 的 细胞 可 以 具有 不 同 的 如 那些 细胞 将 会 达到 的 群体 密度 倾向 相似 地 ,不 同 的 肯 或 
其 部 分 可 以 不 同 密度 被 进行 再 细胞 化 。 以 举例 的 方式 , 脱 细 胞 化 的 骨 或 其 部 分 可 以 接种 至 
少 大 约 1,000 个 (例如 至 少 10 ,000、100 ,000、1,000 ,000、10,000,000 或 100 ,000 ,000 个 ) 再生 
细胞 ;或 可 以 具有 附着 于 其 的 大 约 1,000 个 细胞 /mg 组 织 ( 即 ,在 脱 细胞 化 之 前 ) 至 大 约 10， 
000 ,000 个 细胞 /mg 组 织 。 再 生 细 胞 可 以 通过 注射 至 一 个 或 多 个 的 部 位 (location) 被 引入 
(被 接种 ”) 至 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 ,另外 ,超过 一 种 类 型 的 细胞 ( 即 ,细胞 的 混合 物 ) 可 以 
被 引入 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 .例如 ,细胞 的 混合 物 可 以 被 注射 入 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 
多 个 位 置 , 或 者 不 同 细 胞 类 型 可 以 被 注射 入 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 的 不 同 部 分 ,可 选 地 ,或 
者 除了 注射 之 外 ,再 生 细 胞 或 细胞 的 混合 物 可 以 通过 灌注 入 及 细胞 的 骨 或 其 部 分 被 引入 。 
例如 ,再 生 细胞 可 以 采用 灌注 介质 被 灌注 入 脱 细 胞 化 的 骨 或 其 部 分 ,然后 其 可 以 个 变 成 诱 
导 再 生 细 胞 的 生长 和 /或 分 化 的 扩 增 和 /或 分 化 培养 基 。 
[0053] ”在 再 细胞 化 期 间 , 骨 或 其 部 分 在 其 中 至 少 一 些 再 生 细 胞 可 以 在 脱 细胞 的 骨 或 其 部 
分 内 和 上 面 扩 增 和 /或 分 化 的 条 件 下 被 维持 ,这 些 条 件 包括 但 不 限于 :合适 的 温度 和 /或 压 
力 、 适 量 的 02 和 /或 C02、 适 量 的 湿度 和 无 菌 或 接近 无 菌 的 条 件 , 在 再 细胞 化 期 间 , 脱 细胞 化 的 
肯 或 其 部 分 和 所 附着 于 其 的 再 生 细 胞 被 维持 在 合适 的 环境 中 。 例 如 ,再 生 细 胞 可 能 需要 营 
养 补 充 剂 (例如 营养 物质 和 /或 碳 源 如 葡萄 糖 ) 、 外 源 性 激素 或 生长 因子 、 矿 物 源 (例如 B- 甘 
油 磷 酸 盐 ) 抗坏血酸 和 /或 特定 的 pH。 

[0054] “再生 细胞 与 脱 细 胞 化 的 骨 或 其 部 分 可 以 是 同 种 异体 的 (例如 ,用 人 再 生 细 胞 接种 
人 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 ) ,或 者 再 生 细 胞 与 脱 细 胞 化 的 骨 或 其 部 分 可 以 是 异种 的 (例如 ， 
用 人 再 生 细 胞 接种 猪 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 ) ,本 文 所 使 用 的 “ 同 种 异体 的 ”是 指 细 胞 从 与 
上 骨 或 其 部 分 所 来 源 的 相同 物种 获得 (例如 ,自身 ( 即 ,自体 ) 或 相关 或 不 相关 的 个 体 ) ,而 本 文 
所 使 用 的 “异种 的 ”是 指 细胞 从 与 骨 或 其 部 分 所 来 源 的 不 同 物种 获得 。 
[0055] 《在 一 些 情况 下 ,由 本 文 所 述 方法 产生 的 骨 或 其 部 分 要 被 移植 入 患者 .在 那些 情况 
下 ,用 于 对 脱 细 胞 化 的 骨 或 其 部 分 进行 再 细胞 化 的 再 生 细 胞 可 以 由 患者 获得 ,使 得 再 生 细 
胞 对 于 患者 是 “自体 的 ”。 来 自 患 者 的 再 生 细 胞 可 以 采用 本 领域 已 知 的 方法 从 例如 ,生命 不 
同 阶段 (例如 , 产 前 、 新 生 儿 或 围 产 期 .在 青春 期 过 程 中 或 作为 成 人 ) 的 血液 . 骨 艇 、 组 织 或 器 
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官 获得 ,可 选 地 ,用 于 对 脱 细胞 的 骨 或 其 部 分 进行 再 细胞 化 的 再 生 细 胞 可 以 是 与 患者 是 同 
基因 的 ( 即 ,来自 相同 的 双胞胎 ) ,再 生 细 胞 可 以 是 来 自 例 如 患者 的 杀 威 或 者 与 患者 不 相关 
的 HLA 匹 配 个 体 的 人 白细胞 抗原 (HLA) 匹配 的 细胞 ,或 者 再 生 细 胞 可 以 是 与 患者 同 种 异体 
的 ,来 自 例如 非 HLA 匹 配 的 供 体 。 

[0056] ”无论 再 生 细 胞 的 来 源 (例如 ,自体 与 否 ) , 脱 细胞 化 的 肯 或 其 部 分 可 以 相对 患者 是 
自体 的 、 同 种 异体 的 或 异种 的 。 

[0057] ”在 某 些 情况 下 , 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 可 以 在 体内 用 细胞 进行 再 细胞 化 (例如 ,在 
器 官 或 组 织 已 经 被 移植 入 个 体 之 后 ) 。 体 内 再 细胞 化 可 以 用 例如 本 文 所 述 的 任何 再 生 细胞 
按 如 上 所 述 进 行 (例如 ,注射 和 /或 灌注 ) ,可 选 地 或 男 外 地 ,用 外 源 细胞 对 脱 细胞 化 的 骨 或 
其 部 分 进行 体内 接种 ,可 以 天 然 发 生 或 由 被 递送 至 再 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 的 因子 介 时 。 
[0058] ”在 再 细胞 化 期 间 再 生 细 胞 的 进程 可 以 被 监测 。 例 如 , 骨 或 其 部 分 上 或 中 的 细胞 数 
可 以 通过 在 再 细胞 化 期 间 的 一 个 或 多 个 时 间 点 进行 组 织 活检 来 评估 。 此 外 ,再 生 细胞 已 经 
历 的 分 化 量 可 以 通过 确定 在 细胞 或 细胞 群 中 是 否 存 在 各 种 标记 来 监测 。 与 不 同 细 胞 类 型 和 
这 些 细胞 类 型 的 不 同 分 化 阶段 相关 的 标记 是 本 领域 已 知 的 ,并 且 易 于 采用 抗体 和 标准 免疫 
测定 进行 检测 。 参 见 , 例 如 ,Current Protocols in Immunology,2005,Coligan et al ， 
Eds. ,John Wiley&Sons ,第 3 和 11 章 。 核 酸 测定 以 及 形态 学 和 /或 组 织 学 评估 可 以 被 用 于 监 
测 再 细胞 化 。 再 细胞 化 的 器 官 的 功能 分 析 也 能 够 被 评 佑 。 
[0059] ”如 本 文 所 述 的 对 骨 或 其 部 分 进行 脱 细 胞 化 的 方法 包括 用 生理 缓冲 液 在 压力 下 洪 
注 骨 或 其 部 分 ,在 压力 下 灌注 脱 细 胞 的 骨 或 其 部 分 是 在 癌 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 引入 任何 
细胞 之 前 进行 的 ,并 旦 一 般 从 将 装置 附 连 至 外 源 引 入 的 也 开始, 例如 至 中 央 腔 的 横 截 面 ,并 
在 压力 (大约 10mm Hg 全 大 釣 2000mm Hg) 下 将 流体 应 用 于 所 述 孔 .如 本 文 所 使 用 的 ,在 压力 
下 灌注 骨 或 其 部 分 是 指 在 足够 使 得 所 有 完整 的 细胞 基本 上 被 从 骨 或 其 部 分 去 除 的 压力 下 
递送 流体 成 分 (例如 生理 缓冲 液 ) ,适合 在 压力 下 对 脱 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 进行 预 细 胞 灌注 
的 生理 缓冲 液 ,可 以 是 与 此 或 其 部 分 相 容 的 任何 缓冲 液 .例如 ,生理 缓冲 液 可 以 包括 营养 物 
质 (例如 糖 和 碳水 化 合 物 ) ,并 且 还 可 以 包括 诱导 血管 生成 的 化 合 物 (例如 VEGF、FGF-1 和 /或 
bFGP) 。 生 理 缓冲 液 一 般 是 生理 pH 的 。 
[0060] ”在 一 个 实施 方案 中 ,适合 预 细 胞 灌注 或 细胞 灌注 的 生理 缓冲 液 包 括 但 不 限于 : 辜 
发 盐 缓 冲 液 (PBS) 或 适合 内 皮 细 胞 培养 的 细胞 培养 基 溶 液 (包括 但 不 限于 :EGM-2、EGM-2MV、 
DMEM、PromoCelIl 内 皮 细 胞 培养 基 成 骨 细 胞 生长 培养 基 (aMEW 、 骨 生长 培养 基 、 培 养 基 200、 
DMEMF/12) 、 与 可 用 于 包括 移植 的 器 官 灌注 和 /或 保存 的 营养 补充 剂 (例如 葡萄 糖 、 抗 坏 1 
酸 、 磷 酸 盐 、 地 蹇 米松) 一 起 的 缓冲 液 。 

[0061] ”可 使 用 同 种 异体 细胞 群 或 同 种 异体 细胞 前 体 , 并 从 与 受 体 (recipient) 是 同 种 异 
体 的 并 通过 公 知 的 组 织 分 型 方法 测试 供 使 用 的 组 织 来 制备 ,以 便 与 受 体 的 组 织 相 容 性 类 型 
密切 匹配 ,大 多 数 同 种 异体 方法 在 移植 后 将 需要 使 用 免疫 抑制 剂 。 

[0062] ”用 于 对 骨 或 其 部 分 的 脱 细胞 化 和 /或 再 细胞 化 的 受 控 系统 

[0063] ”本 发 明 还 提供 了 用 于 对 骨 或 其 部 分 的 脱 细 胞 化 和 /或 再 细胞 化 的 系统 。 骨 或 骨 内 
的 松 质 空 间 可 以 通过 灌注 细胞 脱 细胞 化 介质 通过 和 肯 而 被 脱 细 胞 化 。 脱 细胞 化 试剂 可 以 被 灌 
注 而 通过 松 质 空间 、 髓 ,血管 或 中 央 腔 和 /或 松 质 骨 隔 室 。 细 胞 脱 细胞 化 介质 可 以 在 高 压 下 
被 引入 以 进一步 促进 脱 细胞 化 。 上 共有 管道 的 装置 可 以 被 用 于 引入 细胞 脱 细胞 化 介质 ,管道 


11 


CN 104937094 B 


说 明 书 


可 以 是 密封 的 (至少 部 分 地 ) 以 促进 精确 和 有 效 地 递送 细胞 脱 细 胞 化 介质 。 


[0064] 在 某 些 例子 中 , 孔 可 以 被 外 至 骨 的 中 央 部 分 ,该 孔 延伸 至 或 接近 目 
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标 位 置 ,目标 位 


置 包括 但 不 必 限 于 : 松 质 空间 、 散 或 中 央 腔 、 松 质 骨 陋室 和 /或 一 个 或 多 个 管 (canal) 。 在 一 


个 例子 中 ,和 孔 直径 约 为 四 分 之 一 英寸 ,共有 适 配 件 的 装置 可 以 被 引入 孔 。 所 述 适 配 


件 可 以 包 


含 管道 ,或 可 以 相对 于 所 述 孔 安置 和 /或 固定 所 述 管道 , 适 配 件 可 以 至 少 部 分 地 密 


供 进入 目标 位 置 的 入 口 access) 。 适 配件 可 以 被 固定 至 骨 并 密封 所 述 孔 ,以 允许 


适 配 件 在 递送 流体 中 使 用 相对 高 的 压力 。 在 一 个 例子 中 ,可 以 采用 大 约 两 百 (200) mm Hg 至 


一 千 二 百 1200) mm Hg 的 压力 灌注 大 约 0.5% 的 SDS。 


[0065] ”细胞 脱 细胞 化 介质 的 来 源 和 录 可 以 被 流体 但 


和 /或 管 ,以 向 目标 位 置 引 入 细胞 脱 细胞 化 介质 。 孙 可 以 是 螨 动 泵 ,其 可 以 配置 为 


的 压力 向 目标 位 置 递 送 细胞 脱 细胞 化 介质 。 
[0066] 一旦 细胞 脱 细胞 化 介质 被 引入 目标 位 置 ,细胞 脱 细胞 化 介质 可 以 通过 目 


透 。 渗 透 可 以 通过 骨 的 现 有 动脉 和 /或 静脉 血管 进行 .随后 细胞 脱 细胞 化 介质 可 以 


和 /或 静脉 血管 离开 骨 。 


[0067] 在 某 些 例子 中 ,在 骨 的 中 央 部 分 的 孔 可 以 直接 穿 过 骨 ,形成 在 肯 的 表面 


封 孔 而 提 
通过 所 述 


有 联 至 (fluidly coupled to) 适 配 件 


以 相对 高 


标 位 置 渗 
通过 动脉 


中 的 两 个 


孔 . 在 一 个 例子 中 , 骨 是 板 层 骨 .在 一 个 例子 中 , 适 配 件 可 以 相对 于 骨 表 面 的 第 一 个 孔 进 行 


定位 ,而 塞 子 可 以 相对 于 骨 表 面 的 第 二 个 孔 进 行 定 位 和 固定 。 


[0068] 在 各 种 例子 中 ,目标 位 置 可 以 (至少 部 分 地 ) 通过 周 向 切割 穿 过 骨 来 进入 。 在 一 个 


例子 中 , 骨 在 靠近 骨 的 骨髓 处 被 切 制 。 骨 的 内 部 可 以 被 扩 孔 (reame 中 或 以 其 它 方 
(至 少 部 分 地 ) 以 给 细胞 脱 细胞 化 介质 提供 


て に 


曾 强 的 进入 。 细 胞 脱 细胞 化 介质 的 直接 


引入 髓 腔 和 /或 松 


质 以 外 的 流体 的 备 选 例子 中 ,直接 流体 流 可 以 被 用 于 洗 出 髓 。 


质 骨 陋室 。 在 具有 细胞 脱 细胞 化 介质 的 例子 中 ,在 具有 除 细 胞 脱 


[0069] ” 适 配 件 可 


以 被 应 用 于 骨 的 切割 端 。 适 配件 可 以 与 上 述 例子 中 相对 于 中 央 


适 配 件 相同 或 物 浊 


上 类 似 。 与 上 述 适 配件 (其 可 以 给 骨 提 供 相 对 于 骨 的 长 轴 大 致 


式 被 清理 
流 可 以 被 
细胞 化 介 


孔 放置 的 
垂直 的 入 


口 ) 相反 ,被 应 用 于 肯 的 端 部 的 适 配 件 可 以 提供 给 骨 提 供 平 行 于 骨 的 长 轴 的 入 口 。 
以 提供 在 目标 位 置 和 肯 的 外 部 之 间 的 至 少 部 分 密封 ,同时 还 提供 至 髓 腔 和 /或 松 质 骨 隔 室 


适 配 件 可 


的 流体 入 口 。 当 适 配 件 可 以 同时 固定 管道 并 提供 至 少 部 分 密封 时 ,通常 骨 可 以 被 


日 。 


管 ,而 无 需 相对 于 套 管 以 其 他 方式 被 固定 至 任何 结构 以 提供 细胞 脱 细胞 化 介质 进 


L0070] 不 是 具有 


插入 有 套 
入 骨 的 入 


细胞 碎 斤 且 主要 或 专门 经 由 骨 的 动脉 和 /或 静脉 血管 离开 的 流出 物 , 骨 
的 每 个 端 部 的 骨 明 可 被 切除 以 便于 流出 物 中 细胞 碎片 通过 骨 的 流动 。 在 各 种 例子 中 ,一 个 


或 多 个 切口 在 骨 的 股骨 头 和 骨 的 骨 附 近 。 因 而 流出 物 可 以 实质 上 直接 通过 骨 的 长 


外 周 切 口 离开 。 


[0071] ”在 各 种 例子 中 , 适 配 件 可 以 包括 配置 为 将 适 将 


度 并 经 由 


件 固定 至 骨 的 螺纹 。 适 配件 可 以 被 


旋转 插入 骨 以 与 骨 材 料 螺纹 咬合 .可 选 的 固定 机 构 可 以 被 用 于 相对 于 骨 来 回 定 适 


叶 


外部 。 


供 至 少 部 分 密封 。 这 样 的 固定 机 构 可 以 包括 但 不 必 限 于 : 扎 带 、 管 来 ,蜗轮 具 、 快 速 
帯 (例如 紧 带 ) ,一 些 这 样 的 可 选 固定 机 构 可 以 被 用 于 固定 适 配 件 的 波纹 管 或 套 


配件 并 提 
释放 夹具 
筒 全 骨 的 


[0072] “在 上 述 的 各 种 例子 中 可 以 被 提供 的 适 配 件 的 茶 些 例子 ,可 以 提供 不 同 压力 区 的 用 
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途 。 可 以 在 骨 外 提供 不 同 压力 区 。 在 一 个 例子 中 ,相对 于 肯 固 定 的 一 对 同 轴 屏 障 或 套 简 可 以 
提供 两 个 同 轴 压 力 区 。 在 这 样 的 例子 中 ,内 部 压力 区 可 以 是 低压 ,而 外 部 压力 区 可 以 是 高 
压 。 在 这 样 的 例子 中 ,高 压 区 可 以 基本 上 被 偶 联 至 骨 的 致密 部 分 ,而 低压 区 可 以 基本 上 被 人 
联 至 骨 内 软 的 或 松 质 空间 。 
[0073] ”在 可 选 的 例子 中 , 同 轴 屏 障 或 套 简 可 以 创建 具有 在 外 部 压力 区 中 的 真空 和 在 内 部 
压力 区 中 的 高 压 区 的 同 轴 压 力 区 。 在 这 样 的 例子 中 ,真空 可 以 基本 上 被 应 用 于 骨 的 致密 部 
分 ,而 高 压 区 可 以 基本 上 被 应 用 于 骨 内 软 的 或 松 质 空间 。 在 一 个 例子 中 ,高压 区 可 以 通过 相 
对 于 骨 而 固定 的 适 配 件 被 偶 联 至 软 的 或 松 质 空间 。 所 述 适 配件 可 以 与 上 述 的 适 配 件 相 同 或 
相似 。 

[0074] ”在 一 个 实施 方案 中 ,上 骨 或 其 部 分 被 针对 NPT 螺 纹 适 配 ,其 被 用 于 流体 应 用 并 且 可 能 
需要 使 用 密封 化 合 物 ( 特 氟 龙 胶带 ) 以 提供 密封 ,在 一 个 实施 方案 中 , 骨 或 其 部 分 被 针对 
NPTF 螺 纹 (例如 NPTF Dryseal 螺 纹 ) 适 配 , 其 被 用 于 更 高 压力 流体 应 用 并 且 其 中 机 械 密封 是 
当 适 配件 被 拧紧 (例如 用 扳手 ) 时 由 螺纹 的 吐 合 mating) 和 轻微 挤 压 产生 。NPT 和 NPTF 螺 纹 
均 具 有 超过 一 英尺 长 度 的 3/4” 锥 形 , 位 于 内 螺纹 的 孔 的 顶部 或 外 螺纹 上 的 管 的 端 部 的 相同 
的 节 圆 直径 ,并 均 具 有 相同 的 螺纹 长 度 或 次 度 。 两 种 螺纹 的 主要 和 次 要 直径 稍 有 不 同 。 对 于 
NPT 螺 纹 ,在 施加 压力 之 后 , 可 以 在 主要 和 次 要 直径 处 存在 微小 的 空间 ,并 因此 密封 化 合 物 
可 以 被 用 于 填充 任何 间隙 (gap) 。 攻 丝 可 用 于 具有 合适 形式 的 NPT 和 NPTF 螺 纹 , 以 产生 每 种 
类 型 的 螺纹 。 因 为 具有 NPT 螺 纹 的 部 件 需要 密封 化 合 物 ,NPTF 攻 丝 可 以 被 用 于 NPT 应 用 。 
[0075] ”在 一 个 实施 方案 中 ,本 发 明 的 系统 一 般 包括 至 少 一 个 用 于 对 骨 或 其 部 分 插入 套 管 
的 套 管 插 入 设备 (cannulation device) ,用 于 通过 套 管 对 骨 或 其 部 分 进行 灌注 的 灌注 装 
置 ,和 维持 骨 或 其 部 分 的 无 菌 环境 的 机 构 means) (例如 密封 (containment) 系统 ) 。 插 入 套 
管 和 灌注 是 本 领域 公 知 的 技术 。 套 管 插入 设备 一 般 包 括 用 于 引入 中 央 腔 的 尺寸 合适 的 空 管 
子 件 或 者 骨 或 其 部 分 的 外 源 引 入 的 孔 。 灌 注 装 置 可 以 包括 液体 (例如 细胞 破裂 介质 ) 的 保持 
容器 和 用 于 经 由 一 个 或 多 个 套 管 而 通过 上 骨 或 其 部 分 移动 液体 的 机 构 mechanism (例如 ， 
泵 、 空 气压 力 、 重 力 、 液 压 包 ) 。 使 用 多 种 本 领域 已 知 的 技术 (例如 控制 和 过 滤 空 气流 和 /或 用 
例如 抗生素 、 抗 真菌 剂 或 其 他 抗 微生物 剂 灌注 以 防止 不 需要 的 微生物 的 生长 ) ,可 以 保持 脱 
细胞 化 和 /或 再 细胞 化 过 程 中 骨 或 其 部 分 的 无 菌 性 。 
[0076] ”如 本 文 所 述 的 对 骨 或 其 部 分 进行 脱 细胞 化 或 再 细胞 化 的 系统 可 以 具有 监测 某 些 
灌注 特征 (例如 ,压力 、 体 积 、 流 动 模式 ,温度 .气体 .pH 等 ) 的 能 力 。 可 以 在 流出 物 中 和 组 织 切 
片 中 评估 灌注 的 有 效 性 .可 以 采用 标准 方法 监测 灌注 体积 .流动 模式 .温度 .部 分 0 和 C0? 压 
力 、 含 有 DNA 的 溶质 和 pH。 
[0077] ”传感器 可 以 被 用 来 监测 该 系统 。 例 如 ,传感器 可 以 被 用 于 监测 移动 流 过 插入 有 套 
管 的 骨 或 其 部 分 的 液体 的 压力 ; 系统 中 的 环境 温度 和 /或 骨 或 其 部 分 的 温度 ;移动 流 过 插入 
有 套 管 的 骨 或 其 部 分 的 液体 的 pH 和 /或 流速 :和 /或 再 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 的 生物 活性 。 除 
了 上 有 其 有 监测 这 样 的 特征 的 传感器 ,用 于 对 骨 或 其 部 分 进行 脱 细 胞 化 和 /或 再 细胞 化 的 系统 
还 可 以 包括 用 于 保持 或 调节 这 样 的 特征 的 机 构 (means) 。 保 持 或 调节 这 样 的 特征 的 机 构 
(means) 可 以 包括 组 件 (例如 ,温度 计 、 恒 温 器 .电极 ,压力 传感器 , 溢 流 阀 . 用 于 改变 液体 流 
速 的 阁 、 用 于 开 和 关 流 体 连 接 至 用 于 改变 溶液 pH 的 溶液 的 阀 、 气 球 和 /或 顺应 性 室 
(compliance chamber)) 。 为 了 帮助 确保 稳定 的 条 件 (例如 温度 ) ,所 述 室 、 贮 存 器 和 管子 件 


寺下 
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可 以 是 水 套 式 的 (water-jacketed) 。 
[0078] “产生 骨 或 其 部 分 的 系统 可 以 通过 计算 机 可 读 存 储 介 质 与 可 编程 的 处 理 器 组 合 进 
行 控制 (例如 ,如 本 文 所 使 用 的 计算 机 可 读 存 储 介 质 具 有 存储 其 上 的 指令 以 使 可 编程 的 处 
理 器 执行 特定 的 步骤 ) ,例如 ,这 样 的 存储 介质 (与 可 编程 的 处 理 器 组 合 ) 可 以 接收 并 处 理 来 
目 一 个 或 多 个 的 传感器 的 信息 ,与 可 编程 的 处 理 器 结合 的 这 样 的 存储 介质 还 可 以 将 信息 和 
前 令 传 回 生物 反应 器 和 /或 肯 或 其 部 分 。 
[0079] “可 以 监测 经 历 再 细胞 化 的 骨 或 其 部 分 的 生物 活性 .可 以 监测 附着 于 骨 或 其 部 分 的 
细胞 的 生物 活性 ,例如 ,针对 细胞 分 化 代谢 、 细 胞 活力 、 新 胶原 形成 和 /或 新 矿物 形成 。 参 
見 , 例 如 ,Laboratory Textbook of Anatomy and Physiology (2001,Wood,Prentice 
Ha11) and Current Protocols in Cell Biology (2001,Bonifacino et al.,Eds,John 
Wiley&Sons) 。 在 一 个 实施 方案 中 ,如 本 文 所 述 , 骨 或 其 部 分 的 重量 可 以 被 输入 计算 机 可 读 
存储 介质 ,其 (与 可 编程 的 处 理 器 组 合 ) 可 以 计算 暴露 时 间 和 洪 注 压力 这样 的 存储 介质 可 
以 记录 前 负荷 和 后 负荷 (灌注 之 前 和 之 后 分 别 的 压力 ) 和 流速 。 在 该 实施 方案 中 ,例如 与 可 
i 程 的 处 理 器 组 合 的 计算 机 可 读 存 储 介 质 可 以 通过 一 个 或 多 个 的 泵 和 /或 阀 控 制 调节 灌注 
压力 、 治 注 方 向 和 /或 灌注 溶液 类 型 。 
[0080] ”进一步 示例 性 的 脱 细 胞 化 装置 和 系统 
[0081] ”本 发 明 提 供 了 脱 细 胞 化 装置 ,包括 : 脱 细胞 室 ; 脱 细胞 化 成 分 贮存 器 ; 与 脱 细胞 化 
成 分 贮存 器 相连 并 构造 成 咬合 并 直接 递送 脱 细胞 化 成 分 进入 骨 或 其 部 分 的 骨 或 其 部 分 入 
日 (ingress) 管道 ;和 任 选 的 包含 管道 咬合 结构 的 骨 或 其 部 分 出 口 管 道 。 在 一 个 实施 方案 
中 ,入 口 管道 包含 适应 于 咬合 至 少 中 央 腔 的 管道 结构 。 脱 细胞 化 室 可 以 进一步 包含 骨 或 其 
部 分 的 定位 结构 。 脱 细胞 化 装置 被 构造 为 :1) 配合 并 利用 被 引入 骨 或 其 部 分 用 于 给 整个 器 
官 或 组 织 递 送 脱 细胞 化 成 分 的 管道 ;和 2) 降低 并 尽 可 能 减少 骨 或 其 部 分 上 的 脱 细胞 化 成 分 
的 驻 留 ,本 发 明 的 脱 细 胞 化 装置 和 系统 的 一 个 方面 是 , 骨 或 其 部 分 的 脱 细 胞 化 和 支架 的 创 
建 是 在 既 不 存在 机 械 破裂 义 不 存 在 浸 渗 技术 的 情况 下 实现 的 。 脱 细胞 化 装置 的 组 件 共 同 容 
纳 并 配合 天 然 骨 或 其 部 分 管道 和 /或 血管 系统 (例如 ,动脉 ` 小 动脉 .静脉 、 管 等 ) 来 递送 并 实 
现 脱 细胞 化 过 程 。 
[0082] ”在 一 个 实施 方案 中 , 脱 细胞 化 装置 被 构造 为 执行 所 述 过 程 而 保持 室内 与 骨 或 其 部 
分 相关 的 无 菌 或 消毒 环境 。 在 一 个 实施 方案 中 , 脱 细 胞 化 装置 包括 可 包含 密封 的 室 的 脱 细 
胞 化 室 ,所 述 密封 的 室 被 构造 为 在 脱 细 胞 化 过 程 中 定位 骨 或 其 部 分 ,以 降低 并 尽 可 能 减少 
过 量 脱 细胞 化 成 分 的 驻 留 时 间 并 从 骨 或 其 部 分 分 离 细 胞 碎片 。 
[0083] 脱 细 胞 化 成 分 可 以 最 初 被 保存 于 脱 细 胞 化 成 分 贮存 器 内 ,以 用 于 后 续 递 送 至 脱 细 
胞 化 室内 的 骨 或 其 部 分 . 脱 细 胞 化 成 分 贮存 器 可 以 由 任何 能 够 参与 无 菌 条 件 的 合适 材料 组 
成 。 脱 细胞 化 贮存 器 可 以 用 足以 在 其 中 容纳 所 期 望 的 脱 细 胞 化 成 分 的 体积 的 尺寸 来 构造 。 
[0084] ” 脱 细 胞 化 成 分 贮存 器 可 以 包含 流体 递送 管道 即 ,入 口 管道 ) ,以 将 脱 细胞 化 成 分 
递送 入 腊 细 胞 化 室 ,并 直接 递送 入 脱 细 胞 化 室内 所 容纳 的 骨 或 其 部 分 。 入 口 管道 可 以 包含 
分 配 (dispensation) 控制 机 构 (例如 阀 ) ,以 调节 脱 细 胞 化 成 分 流入 肯 或 其 部 分 的 量 和 速 
[0085] ”在 可 选 的 实施 方案 中 ,将 两 种 或 更 多 种 用 化 学 法 分 离 的 脱 细 胞 化 成 分 ,或 两 种 或 
更 多 种 用 化 学 法 分 离 的 成 分 组 合 以 创建 脱 细 胞 化 成 分 ,可 以 被 同时 或 依次 递送 ,在 这 种 安 
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排 下 ,两 种 或 更 多 种 脱 细 胞 化 贮存 器 可 以 被 采用 ,其 会 聚 成 共享 的 单一 流体 递送 管道 。 


[oo86] 。 脱 细胞 化 装置 的 组 件 (例如 ,流体 管道 和 室 、 贮 存 器 ) 可 以 
与 无 菌 条 件 且 对 所 述 组 件 执行 功能 合适 的 材料 组 成 .适用 于 贮存 器 容器 和 脱 4 
料 包括 但 不 限于 ;玻璃 和 聚合 材料 (包括 塑料 ) ,合适 材料 的 例子 包括 : 医 ; 
聚合 材料 、 金 属 和 金属 合金 材料 .可 使 用 的 材料 可 为 刚性 的 、 半 刚性 的 或 弹 


任何 可 以 被 消毒 或 参 


田 胞 化 室 的 材 
玻璃 .塑料 和 
生 的 、 柔 性 的 


(flexible) 和 /或 柔韧 的 pliapble) 。 合 适 的 聚合 材料 包括 但 不 限于 : 聚 乙烯 PB)、 聚 四 氟 乙 


烯 (PTFE) 、 聚 乙 基 醚 酮 PEEK) 、 聚 握 乙 烯 (PVC) 、 聚 丙烯 (PP) 、 聚 碳 


发 酯 、. 聚 大 、 硅 橡胶 等 .所 


述 装 置 的 各 种 组 件 还 可 以 被 包 甫 或 处 理 以 增强 它们 的 性 能 或 提供 (afford) 可 能 被 期 望 的 


EE 


射 成型 技 木 和装 名) 制造 各 种 组 件 。 


竹 性 。 可 以 采用 传统 技术 和 在 医疗 设备 领域 易于 获得 的 装备 (equipment) (例如 热塑性 和 注 


[0087] ”了 驻 留 于 脱 细胞 化 室内 的 是 骨 或 其 部 分 。 脱 细胞 化 室 的 内 部 环境 可 以 是 无 菌 的 并 且 
室 容 器 可 以 是 密封 ,入口 管 道 的 入 口 点 (并 且 如 果 存 在 出 口 管道 的 出 口 点 ) 应 当 被 构造 为 使 


得 形成 与 进入 脱 细胞 化 室 的 相关 接合 点 有 关 的 气 密 密 封 , 在 一 个 实施 方案 中 ,进入 脱 细 胞 


化 室 的 入 口 管 道 的 接合 和 离开 脱 细胞 化 室 的 任 选 出 口 管道 的 接合 ,可 以 包含 弹性 垫圈 密封 


以 从 无 菌 内 部 环境 气 密 性 地 密封 隔 开 外 部 环境 。 


[0088] ”进入 脱 细胞 化 室 可 以 通过 各 种 允许 允许 进入 和 包 套 (encasement) 室内 内 容 物 的 


不 限于 :盖子 (1id) . 舱 盖 (hatch) 等 。 


结构 来 实现 .可 以 使 用 各 种 合适 的 结构 ,只 要 当 关 闭 时 它们 允许 形成 气 蜜 密封。 例子 包括 但 


[0089] ” 脱 细 胞 化 室 的 内 部 结构 (construction) 可 包含 骨 或 其 部 分 定位 结构 。 定 位 结构 可 


以 根据 待 脱 细胞 化 的 特定 上 骨 或 其 部 分 的 特定 性 质 和 属性 而 改 3 


设计 、 构 型 和 材料 。 定 位 结 


构 可 以 被 构造 为 :1) 在 脱 细 胞 化 和 再 细胞 化 过 程 期 间 密切 复制 和 模仿 骨 或 其 部 分 的 天 然 解 
削 取 向 和 起 浮 :2) 容纳 骨 或 其 部 分 的 天 然 几 何 结构 和 完整 性 ;并 避免 后 续 再 细胞 化 、 细 胞 沉 


积 和 生长 的 生物 或 化 学 不 相 容 性 ,在 一 个 实施 方案 中 ,定位 结构 进 


上 骨 或 其 部 分 的 无 菌 操作 maneuvering) 的 能力 。 


步 提供 (afford) 允许 


L0090] ”除了 无 菌 的 内 部 环境 外 ,大 气 条 件 也 是 显著 的 ,应 当 使 用 适合 于 优化 支架 保存 的 


に その 


量度 、 奈 力 和 湿度 条 件 , 室 内 的 温度 可 以 是 从 大 约 环 境 温 度 (22 で) 至 大 约 40C ,优选 从 大 约 


体温 (37°C) 至 大 约 40%C。 常 规 和 易于 获得 的 装备 可 以 被 用 于 保持 脱 细 胞 化 室内 的 环境 条 


件 。 


[0091] 出 口 管道 允许 过 量 脱 细 胞 化 成 分 以 及 来 自 骨 和 内 部 室 环 境 的 细胞 碎片 的 传递 和 
去 除 。 出 口 管道 可 以 进一步 包含 可 能 被 期 望 的 二 级 或 额外 组 件 部 分 。 例 如, 出口 流 体 通 路 可 
以 包括 一 个 或 多 个 出 口 流体 取样 设备 ,测量 或 监测 设备 ,流体 移动 组 件 (例如 泵 ) 等 。 

[0092] 入口 管 道 的 末端 可 以 包括 咬合 并 容纳 用 于 脱 细 胞 化 成 分 进入 肯 或 其 部 分 的 递送 


点 的 孔 的 结构 。 


[0093] ”管道 咬合 结构 可 以 采取 各 种 形式 和 材料 ,这 样 的 结构 可 以 包含 修饰 的 管道 末端， 


例如 减少 的 横 截 面 直 径 或 直径 逐渐 减少 的 末端 或 太 寸 适 于 扣 


入 筷 的 末端 部 分 ,一 个 管道 咬 


合 结构 可 以 是 在 适 配 件 上 形成 螺纹 的 形式 。 男 一 个 实施 方案 可 以 是 但 


至 孔 的 转 接 器 


(adapter) 、 插 入 物 、 节 有 段 (segmen 也 或 套 简 的 形式 。 男 一 个 管道 咬合 结构 的 实施 方案 可 以 被 


构造 为 用 于 插入 孔 的 管道 的 柔性 管状 延伸 部 。 


[0094] ”在 一 个 实施 方案 中 ,管道 咬合 结构 创建 流体 紧密 密封 作为 进一步 的 修饰 ,邻近 
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径 向 延伸 端的 末端 可 以 是 外 切 模 ,以 便于 放置 夹具 或 扎 带 (tie) 并 防止 或 减少 滑动 和 /或 汇 


露 的 可 能 性 。 
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[0095] ”可 以 采用 用 于 所 述 装置 的 定位 结构 和 管道 咬合 结构 的 各 种 材料 ,只 要 材料 是 可 消 


毒 的 并 且 具 有 期 望 的 结构 完整 性 以 在 装置 内 执行 功能 。 合 适 的 材料 的 例子 包括 :玻璃 .塑料 


和 聚合 材料 、 金 属 金属 合金 材料 。 可 以 使 用 的 材料 可 以 是 刚性 的 、 半 刚性 的 或 弹性 的 ` 柔 性 
的 和 /或 柔 扬 的 。 合 适 的 聚合 材料 包括 但 不 限于 : 聚 乙 炳 (PB 、 聚 四 氟 乙 烯 (PTFB) 、 聚 乙 基 醚 


酮 (PEEK) 、 聚 氧 乙 烯 (PVC) 、 育 丙烯 (PP) 、 聚 碳 


被 包 甫 或 处 理 以 增强 
[0096] 


持续 时 间 参 数 可 以 变 


它们 的 性 能 或 提供 可 能 被 期 望 的 特性 。 


可 以 通过 以 允许 重力 流体 流动 的 方式 ,相对 于 室 定向 屹 存 器 来 被 动 地 1 
脱 细胞 化 装置 的 流体 流动 ,塑料 和 压力 .可 选 地 , 癌 
点 的 一 个 或 多 个 立 、 泵 或 其 它 控制 


周 节 和 控制 
以 通过 定位 于 装置 回路 内 的 一 个 或 多 个 
结构 来 主动 地 调节 流体 流动 和 压力 ,流速 、 奈 力 、 温 度 和 


发 酯 、 聚 砚 、 硅 橡胶 等 .装置 的 各 种 组 件 还 可 以 


化 并 根据 特定 的 要 求 和 属性 


进行 调整 。 可 以 对 泵 进行 选择 ,控制 


和 /或 


定位 以 提供 
主动 出 口 。 


H| 2 


或 回 


定 的 速率 、 


脉动 或 非 脉动 流 . 有 具有 被 动 出 口 的 主动 入 口 或 被 动 入 口 和 


[0097] ”合适 的 脱 细胞 化 过 程 持续 时 间 可 发 生 在 大 约 2 小 时 至 大 约 100 小 时 或 更 长 时 间 , 并 
且 可 以 包括 洗涤 ,范围 可 为 大 约 12 小 时 至 大 约 96 小 时 或 更 长 。 脱 细胞 化 过 程 的 时 间 和 温度 
可 以 被 多 种 因子 (例如 骨 或 其 部 分 的 年 龄 ,尺寸 .条 件 、 密 度 、 表 面积 和 重量 ) 和 辅助 性 技术 


所 影响 。 
[0098] ”本 发 明 将 进 
题 的 方法 和 组 成 成 分 


实施 例 
[0099] 
[0100] 


実施 例 1 


一 步 在 下 面 的 实施 例 中 进行 描述 ,其 并 不 限定 在 权利 要 求 书 中 所 述 主 


的 范围 。 


在 猪 股 骨 的 骨干 中 销 0.242 英 寸 的 孔 , 以 便于 攻 丝 和 放置 1/8 “国家 标准 管 螺纹 


GPT) 锥 形 适 配件 .然后 ,将 178“ID 管 与 适 配 件 相连 ,并且 将 骨 放 入 10 升 的 0.5%%SDS 溶 液 并 


在 600mmHg 的 恒定 压力 下 灌注 60 小 时 。 每 6-12 小 时 改 ? 


环 。 通 过 采用 压力 传感器 的 受 控 系 统 和 控 
时 过 程 中 ,流速 从 1.0-60mL/min 改 7 


,通过 流 过 天 然 骨 1 


溶液 并 允许 在 流体 改 2 
串 泵 速度 的 自动 电压 回路 来 维持 压力 ,在 该 60 小 
管 系统 的 细胞 材料 的 主动 出 口 ( 离 


开 ) , 脱 细 胞 化 是 明显 的 。 
[0101] ”应 当 理 


(composition) 


解 的 是 ,尽管 本 文 已 经 结合 许多 不 同方 面 描 
,不 同方 面 的 上 述 描述 旨 在 说 明 而 非 限制 主题 的 方法 和 组 成 成 分 的 范 


他 方面 、 优 点 和 修饰 在 所 附 权利 要 求 书 的 范围 内 。 
是 可 以 被 用 于 、 可 以 被 结合 使 用 、 可 以 被 用 于 制备 的 方法 和 组 成 成 分 ， 


[0102] 本 文公 井 的 


或 是 所 公开 的 方法 和 组 成 成 分 的 产物 。 这 些 和 其 他 材料 被 公开 于 本 文中 ,并且 应 当 理 
是 这 些 方法 和 组 成 成 分 的 组 合 . 子 集 `. 相 互 作 用 、 组 等 也 被 公开 。 
这 些 组 成 成 分 和 方法 的 各 种 个 体 和 集体 组 合 和 排列 中 每 个 的 具体 参考 ,其 每 个 都 被 特 


考虑 并 公开 于 本 文中 


多 组 成 成 分 或 方法 被 讨论 ,那么 组 成 成 分 和 方法 的 每 个 和 每 种 组 成 成 分 和 排列 也 被 特 
考虑 ,除非 有 相反 的 具体 说 明 。 同 样 ,这 些 的 任何 子 集 或 组 合 也 被 4 


T 


。 例 如, 如果 主题 的 特定 组 成 成 分 或 特 


之 间 的 再 循 


述 了 主题 的 方法 和 组 成 成 分 
用 ,其 


解 的 


,尽管 可 能 没有 明确 公开 


F 列 地 


定 方 法 被 公开 并 被 讨论 ,并 且 许 


16 


竺 别 地 考虑 并 公开 。 
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所 有 的 出 版 物 、 专 利和 专利 申请 以 引用 的 方式 并 入 本 文 ,尽管 在 上 述说 明 中 ,本 发 
明 已 经 相对 于 某 些 优选 实施 方案 进行 了 描述 ,并 且 为 了 说 明 的 目的 已 经 描述 了 许多 细节 ， 
对 于 本 领域 技术 人 员 来 说 明显 的 是 ,本 发 明 易于 变 成 其 他 实施 方案 ,并 且 本 文 的 茶 些 详细 
描述 可 以 在 不 偏离 本 发 明 的 基本 原理 的 情况 下 有 很 大 改变 。 
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可 附 接任 何 管 以 施加 
被 冲洗 出 的 松 质 室 闻 


演 依 出 和 


外 部 螺纹 并 连接 运 配 
件 & 会 送 的 软 管 
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